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日本産海藻の赤血球に対する溶血作用.1 
Hemolytic Activities of The Japanese Seaweeds 
against Red Blood Cell 1. 
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Hemolytic activities of crude extracts from seaweeds， 10 brown algal species， against sheep 
red blood cells were evaluated by 1) the discerning test by the naked eyes and 2) 
spectrophotometric analysis. Three dictyotalean species， Dictyopteris paci1ica， Dictyopteris 
undulata and Dictyota coriacea， showed high activities in both methods. In the estimation of the 
hemolytic activities in the method 1) agreed with the value of the method 2)， that is， a simple 
method for estimating the hemolytic activity is established. 
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固着性生物である海藻類は魚類や甲殻類、員類など
の捕食者による摂食の回避、あるいは自らの生育環境
を保全するため、捕食者や細菌類が忌避する化学物質
を体内に蓄えることや、他の生物の成育を阻害する物
質を放出することが知られている 1，2， 3， 4)。特に、藻
食生物が、何らかの作用を有する化学物質を含む海藻
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を摂取した場合、その生体細胞に何らかのダメージを
受けることが予想される。そして、藻食生物は藻体に
含まれる毒性を経験的あるいは遺伝的に習得すること
によって、結果的に忌避行動を導くことが考えられる。
これに加え、著者らは、脂溶性が高い物質ほど腸管よ
り吸収されやすく、また、海洋生物より見いだされた
殺細胞を示す成分の大部分が脂溶性物質であることよ
り、海藻が脂溶性の殺細胞作用物質を組織中に含むと
考え、海藻の有機溶媒抽出を行い、得られた粗抽出物
質を用いて海藻類のヒトの病変細胞に対する殺細胞効
果やヒツジ赤血球への溶血作用を評価した5，6)。
今回、実際の藻食生物の海藻捕食活動により近い状
態を想定し、海藻の藻体全ての部分を対象試料として、
赤血球に対する溶血活性を測定し、海藻群を評価した。
また、評価方法として、これまでに著者ら 6)が行って
いるマルチウェルプレートを用いた直接的な視認によ
る溶血活性判定を実施するとともに、吸光度測定によ
る測定法も確立し、海藻の溶血作用を数値的に比較し
て評価することができたので、ここに報告する。
材料と方法
試料の調製
1) 海藻の採取
本研究に用いた海藻類は、千葉県館山市坂田、
表1.試料海藻種とその採取地・採取日
No， 和名 学名
1 ヘラヤハズ Dictyopteris pro企岳ra
12 フクリンアミジ Dictyota okamurae 
15 ヒジキ Sargassum五日必lI7I1e
神奈川県横須賀市天神島、静岡県下田市白浜、田牛、
沖縄県西表島星立の各地より採取した(表1)。全
ての海藻は、潮間帯で採取した後、すみやかに
-250Cで凍結保存したものを用いた。
2)評価試料の調整
採取地において凍結した海藻試料を解凍し、付着
物を除いた後、表面の水分を除き、葉片約0，3gを
秤量した。次いで、秤量した葉片を油圧プレス
(500kg/cm2，全圧力 5t)にて粉砕した。さらに、
乳鉢に移した後、生理食塩水を2ml加え、葉片の
形状が完全に無くなり海藻懸濁液となるまで粉砕
し、これに生理食塩水を2，5mlを加え、最終濃度
を葉片0，1gに対して生理食塩水 L5mlに調整し
た。得られた海藻懸濁液を撹枠後、綿栓浦過し、こ
れを評価試料(1;1、非希釈)とした。
溶血活性の測定
ヒツジ無菌脱繊維素全血 (SheepWhole Blood 
Defibrinated Sterile) 3mlに生理食塩水 3mlを加え
撹枠し、遠心分離 (3000rpm，3min)後、駒込ヒ。ペッ
トで上澄を除去した。この操作を3回繰り返し、残漬
部分を赤血球母液とした。赤血球母液の血球数は、
514 X 104/μlであった。
1 )プレート上での目視による溶血活性の判定
採取地 採取日
千葉県館山市坂田 2002/5 
神奈川県横須賀市天神島 2003/12/16 
神奈川県横須賀市天神島 2003/12/16 
18 オオパモク Sargassum ringgoldianum 神奈川県横須賀市天神島 2003112/16 
25 アミジグサ Dictyota (，告とoJotoma 静岡県下田市白浜 20041416 
26 コモングサ Dictyoptens pacifica 静岡県下回市白浜 20041416 
32 シワヤハズ Dictyopteri旨undulata 静岡県下田市白浜 20041416 
36 サナダグサ Dictyota conacea 静岡県下田市田牛 20041416 
43 ジガミグサ Stypopodium zonale 沖縄県西表島星立 200415/9 
60 ウミウチワ Pa必1aarborescens 静岡県下回市白浜 200416/18 
※表中の各海藻種に付した数字削0，)は、本学化学教室に保存中のサンプル整理番号に対応する。
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生理食塩水 (10白nl)に前述の赤血球母液 2ml
を取り、スターラーにて撹枠し均一な溶液を保持し
た。次いで、 V底 96ウェルプレートの各ウェル
に180μl分注し、さらに、海藻より得られた評価
試料を20μl加え全量を200μlとした。
陽性の対照としては、蒸留水に血球母液を加えた
ものを、また、陰性の対照としては、評価試料の代
わりに生理食塩水を加えたものを用いた。
V底ウェルプレートを使用していることから、血
球はウェル内の底面中央部に沈殿し、赤血球の赤色
として確認できる。一方で、溶血反応が進行すると、
中央部の赤色は失われ、ウェルの溶液に着色がみら
れる Q このことから、溶血作用の判定は、次の基準
に従い検査試料添加 2時間経過後に行ったO 溶血
し赤色沈殿が確認されなかったものを(+++)、
ほぽ溶血しているが、若干赤色の残留が確認できた
ものを(++)、赤色が確認されるが、コントロー
ルと比較して溶血反応が進行し沈殿した血球量が
減少していたものを(+)とした。また、陰性の対
照と同様で、あったものを(一)とした。
2) 紫外線吸収スベクトルによる溶血活性の測定
一つの海藻種について、4段階の濃度の評価試料
を調製するため、はじめに遠心管3本にそれぞれ生
理食塩水 600μlを分注した後、第一遠心管に評価
試料(VU200μlを加え撹枠機で撹枠し、濃度が 114
となった溶液を得た。次に、 4倍希釈法により第二
の遠心管に第一遠心管の溶液200μlを分収し加え、
捜持機で撹押した。これにより、濃度が 1116とな
った溶液を得た。次いで、同様に第二の遠心管溶液
を200μI分収し、第三の遠心管に加え撹持機で撹
枠し、濃度が 1164となった溶液を得た。以上によ
り、 11および 114、1116、1164の4種の濃度の評
価試料を調製した。次に、 1つの評価試料について、
遠心管8本に生理食塩水3786μlを分注し、それぞ
れにヒツジ無菌脱鰍佐素全血母液 16μlを加えた。
これに、 4種の濃度の評価試料(111、114、1116、1164)
を同一濃度2本として、それぞ、れ200μl分注した。
各溶液を捜持機にて撹枠後、 60分開放置した。次
いで、遠心分離 (300仕pm，30sec) した後、上澄
3mlを石英セルに移し、 M出leta17)の方法に準じ
541nmおよび576nmにおける吸光度を測定した。
これとは別に、遠心管 4本に生理食塩水 3800μl
を取り、それぞれに 4種の濃度の評価試料を 200
μlずつ加え、各評価試料の吸光度測定の対照とし、
評価試料中の着色物質による影響を排除した。一方、
生理食塩水中での自然溶血による吸光度の増加を
補正するため、遠心管 2本に生理食塩水 3984μl
を取り、それぞれにヒツジ無菌脱繊維素全血母液
16μlを分注した。撹持後 60分間放置し、遠心分
離 (3000rpm，30sec) した後、生理食塩水を対照
として上澄の吸光度を測定した。この測定値を生理
食塩水による自然溶血量として、各試料の測定値よ
り差し引き、各試料の溶血作用による値とした。
次に、各測定値の評価のため、遠心管2本に蒸留
水3984μlを取り、それぞれにヒツジ無菌脱繊維素
全血母液 16μlを分注した。先と同様に処理して吸
光度を測定し、この測定値を60分における溶血率
100%として、各試料の測定値の溶血率への換算に
用いたD
使用機器:分光光度計U-281O 日立製作所製
結果と考察
1)目視による溶血活性判定
本実験には、褐藻類のアミジグサ目 4属8種および
ヒパマタ目ホンダワラ属2種を試料に用い、全種の抽
出液で溶血活性が観察された(表2)。最も高い溶血活
性(+++)は、シワヤハズとサナダグサに見られ、
陽性の対照(血球+蒸留水)と同等で、あった。コモン
グサは、それに次ぐ程度(++)であり、その他の7
種は比較的弱し、溶血活性(+)を示した。
表2. 目視による溶血活性判定の結果
溶血活性 該当種
+++ 
++ 
+ 
シワヤハズ、サナダグサ
コモングサ
ヘラヤハズ、フクリンアミジ
ヒジキ、オオパモク、アミジ
グサ
ジガミグサ、ウミウチワ
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541 nm 576nm 
120% 120% 
100% 100% 
コモングサ 80% 80% 
60% 60% 
40% 40% 
20% 20% 
0% 0% 
-20% -20% 
111 114 1116 1164 111 114 1116 1164 
120% 120% 
100% 100% 
シワヤハズ 80% 80% 
60% 60% 
40% 40% 
20% 20% 
0% 0% 
-20% -20% 
111 114 1116 1164 111 114 1116 1164 
1¥ 120% サナダグサ 70% 70% 
¥k -A一一-
20% 
-30% -30% 
111 114 1116 1164 111 114 1/16 1164 
100% 100% 
アミジグサ 80% 80% 
60% 60% 
40% 40% 
20% 20% 
0% 0% 
-20% -20% 
1/1 114 1116 1164 111 114 1116 1164 
100% 100% 
80% 80% 
ワミウチワ 60% 60% 
40% 40% 
20% 20% 
0% 0% 
-20% -20% 
111 114 1116 1164 111 114 1116 1164 
図1.褐藻アミジグサ類5種からの抽出試料による溶血率
縦軸:溶血率(蒸留水による溶血率を 100%とする)、横軸:試料の濃度比
グラフ左列:吸光度測定波長541nm、右列:同576nm
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本実験ではアミジグサ目の海藻種として、アミジグ
サ属Dictyotaの3種、ヤハズグサ属Dictyopterisの3
種、ジガミグサ属Stypopodiumおよびウミウチワ属
Pa必M のそれぞれ 1種ずつを試料とした。このうち、
アミジグサ属とヤハズグ、サ属では、同じ属に分類され
る種の間で、溶血活性に大きな差が見られた。アミジ
グサ属では、サナダグサが高い溶血活性を示したが、
フクリンアミジとアミジグサは比較的低い活性を示し
た。ヤハズグ、サ属では、前述のとおりシワヤハズ、コ
モングサの順に高い溶血活性を示したが、ヘラヤハス、
はそれらに比べて低く、同属の3種の間で溶血活性が
異なった。同一の属に分類されるような近縁関係にあ
る生物同士には、同種あるいは類似の化学物質が含ま
れると推測される。本研究においては、アミジグサ目
の複数の属で、溶血活性が種により大きく異なってい
た。このことから、それらの種が共有する化学物質の
溶血活性は低く、海藻種ごとに特有の化学物質に高い
溶血活性のあることが考えられる。
一方で、、ヒパマタ目ホンダワラ属Sargassumの2
種では、溶血、活性に差はなかった。この性質が同属の
種に共通するものかは、同属の他種の結果をもって判
定が可能になるものと思われる。
2)吸光度測定による溶血活性判定
本実験には、目視判定において高い溶血活性を示し
た3種(コモングサ、シワヤハズ、サナダグサ)とア
ミジグサ、ウミウチワの5種(全てアミジグサ目の海
藻種)を選び、材料とした。各評価試料の吸光度測定
値は、 2つの測定波長 (541nmと576nm)間で、ほと
んど差がなかった(図1)。測定波長 541nmの吸光度
に基づく評価試料 111の溶血率 (2試料平均値)は、
コモングサ112%、シワヤハズ103%、サナダグサ113%
であり、いずれも 100%以上の溶血率を示した。一方、
アミジグサとウミウチワはそれぞれ-6%、1%であり、
溶血活性は低い値を示した。評価試料 114では、溶血
率はコモングサ-2%、シワヤハズ6%、サナダグサ20%
となり、それぞれ大きく低下した。アミジグサは-4%、
ウミウチワは 1%で、 111とほぼ同様の値であった。評
価試料 1116では、コモングサ・1%、シワヤハズー2%、
サナダグサ-2%、アミジグサ-3%、ウミウチワ 0%、同
様に評価試料 1164では、 0%、ー2%、-1%、-2%、1%で
あった。評価試料 111における溶血率と、目視判定に
よる活性評価の結果は、おおむね一致した。コモング
サの溶血活性は、目視判定ではシワヤハズとサナダグ
サに比べ劣っていたが、評価試料 111による溶血活性
は、それら 2種と同等となった。
溶血率の試料濃度による変化について海藻種ごとに
見ると、コモングサとシワヤハズでは、試料 111では
陽性の対照(血球+蒸留水)を上回る溶血率を示した
が、 114以下の低濃度の試料では溶血率は0%前後の値
で横ばいとなり、溶血活性のないことが示された。サ
ナダグサは、試料 111では前述の2種同様に 100%を
超える溶血率を示し、試料 114でも溶血率は20%まで
の低下に留まり、溶血活性を示した。試料 1116および
1164で、は溶血活性はなかった。アミジグサとウミウチ
ワは、前述の3種とは異なり 4種類の試料すべてで溶
血活性をほぼ示さず、いくらかの溶血活性を示した目
視判定の結果に反した。アミジグサについては、溶血
率が試料濃度の低下に伴し、増加傾向を示しており、海
藻抽出成分による血球保護作用の存在がうかがわれる
が、溶血率変化の絶対値が小さく、目視判定試験結果
にも相反するため、追試験による検討が必要であるも
のと思われる。ウミウチワは、吸光度測定試験におい
て設定したすべての試料濃度において、溶血率は0--
1%で安定し、溶血活性はほぼ見られなかった。これは、
海藻抽出試料の添加濃度が低かった(目視判定試験の
112)ためであると考えられ、試料濃度がより高ければ
溶血活性が現れた可能性がある。
本報の一連の実験においては、目視により高い溶血
活性を持っと判定された海藻種では、吸光度測定値に
基づく溶血率も高い値を示し、 2つの方法で、ほぽ一致
する結果を得られた。
以上のことより、これまで、の有機溶媒による抽出な
ど複雑な実験操作を経ずに、採取試料を直接に使用す
る手法を用いて、海藻の含有成分の溶血活性について
効率的にスクリーニングを行うことができた。目視に
よる溶血活性判定法は、海藻抽出成分以外にも様々な
物質の溶血活性を知る簡便な方法として、広く応用が
可能であると思われる。今回は抗菌活性などを示す多
様な化学成分を含む海藻類として褐藻アミジグサ類4)
の8種を用いたが、その半数以上が溶血活性をほとん
ど示さなかった。しかし、自然界に生育する海藻類の
含有成分は、年齢や季節的・地理的条件などの生育環
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境に伴い変化することが考えられ、溶血活性もまた変
化することが予想される。したがって、本研究におい
て溶血活性が示されなかった海藻種については、今後
これらのことを考慮し検討を加える余地があるもの思
われる。また、さらに他の海藻種についても幅広く同
様の判定を行うことにより、溶血活性成分を有する海
藻類のグ、ループや海藻の生育条件の違いによる変化な
どが明らかになるとともに、溶血の原因となる海藻含
有物質の特定や、その物質の効率的収集のための種選
定などが可能になると考えられる。
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